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cancerdiagnostik
med 3D-mikroskopi

Den senaste tidens landvinningar inom ljusmikroskopi kan anvandas kliniskt for att forbattra
patologisk diagnostisering av tumorer. Nu ar det magjligt att avbilda hela tumorer digitalt och
studera och karakterisera komplexa strukturer i tre dimensioner (3D). Det skriver professor

Per Uhlén, Karolinska Institutet och Ayako Miyakawa, 6verlakare vid Karolinska Universitets-

sjukhuset.

c ancertumorer dr komplexa sam-
mansittningar av heterogena
populationer av celler med olika
fenotypiska egenskaper'. Framsteg
inom tekniken for gensekvensering har
varit mycket viktig for att klarligga f6-
rekomsten av heterogenitet i olika ty-
per av cancer. Men ett problem nir tu-
morer sekvenseras dr att vivnaden dis-
socieras till en cellsuspension dir all
information om den spatiala lokalise-
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ringen av enskilda celler i tumoren sak-
nas. Pa sa sitt forloras viktig informa-
tion som kan anvindas vid diagnosti-
seringen av tumorer, till exempel cell-
nischer, vaskulatur och skiktformation.

Noggranna patologiska undersok-
ningar ir viktigt for att kunna stilla
korrekta diagnoser och for att kunna
vilja adekvata och effektiva behand-
lingar. Vanligtvis fixeras vivnad som
tas fran patienter i formalin och biddas

sedan in i paraffin till sa kallade FFPE-
prov (Formalin Fixed Paraffin Embed-
ded). Tunna snitt (<10 pm-tjocka) av
FFPE-provet kan da skiras och firgas
in med olika diagnostiska markorer.
Patologer studerar direfter preparaten
med ljus- och/eller fluorescensmikro-
skopi som genererar tvadimensionella
(2D) bilder. Men att avbilda den ut-
sprungliga tredimensionella (3D) viv-
naden med 2D-bilder skapar ett infor-



mationsgap mellan vivnaden och bil-

den. Vissa strukturer i vivnaden kan
inte aterges med bara 2D-bilder som
till exempel tumorers vaskuldrsystem.

TIO GANGER SNABBARE

Vi har utvecklat ett nytt protokoll for
att undersoka och diagnostisera hela
FFPE-tumoérer av storlek upp till
10x10x10 mm?* (Figur 1). Protokollet
har vi valt att kalla DIPCO (Diagno-

sing Immunolabelled Paraffin-embed-
ded Cleared Organs) och det bestar av
diverse olika moment. Genom att till-
limpa en metod som pa senare tid har
forfinats kan vi gora hela FFPE-tumo-
rer genomskinliga for ljus’. Metoden
gar ut pa att avldgsna lipider som gor
den ogenomtringlig for ljus genom att
behandla vivnaden med en serie av
metanollésningar och bleka vivnaden
med viteperoxid*. Processen skadar

inte firgimnen och antikroppar som
anvinds for diagnostiseringen. Den
transparenta infirgande vivnaden kan
sedan avbildas i 3D med ett Light-
Sheet mikroskop’. Light-Sheet mikro-
skopi dr en etablerad imaging-teknik
som limpar sig vil f6r 3D-avbildning,
Det exciterande ljuset infaller vinkel-
ritt mot objektivet sa att en hel bild av
preparatet kan detekteras momentant
med en kamera (Figur 1). Pa sa sitt gar
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Figur 1. Férenklat flodesschema fér DIPCO-protokollet som visar hur FFPE-preparat behandlas for 3D-avbildning med Light-Sheet-mikroskop.
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Figur 2. (@) Volym rendering av 3D-mikroskopi-data fran en 87-arig man med icke-muskelinvasiv
urinblasecancer. Blodkérlen ar infargade med en antikropp mot CD34. Pseudo-fargningen indi-
kerar tunna (bld) och tjocka (rod) blodkarl. x,y,z-skalan & 80 pum. (b) ROCG-analys av data fran 2D-
mikroskopi (réd) och 3D-mikroskopi (bld). Nar 2D-mikroskopi har nyttjats har densiteten av CD34
analyserats och ndr 3D-mikroskopi har nyttjas har en multiparametermodell anvants dar radien
och densiteten/kurtosen av CD34 analyserats. Bra ROCGkurvor tenderar mot Idsarens dvre vanstra
hom; svaga kurvor tenderar mot den prickade diagonala linjen.

det mycket fort att scanna igenom ett
helt preparat. Med ett vanligt konfokal-
mikroskop som belyser vivnaden
punkt for punkt skulle ett vivnads-
block av stotleken 5x5x5 mm ta cirka
20 timmar att avbilda. Med ett Light-
Sheet mikroskop kan ett vivnadsblock
av samma storlek avbildas ungefir 10
ganger snabbare, det vill siga pa cirka
2 timmat.
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Det 6vergripande malet for var stu-
die var att utveckla en metod som kan
anvindas kliniskt for att utféra patolo-
giska undersékningar av intakta FT-
PE-tumorer. For att utvirdera var me-
tod undersokte vi en kohort bestiende
av totalt 74 humana FFPE-preparat: 44
urologiska tumorer (40 fran blasan och
4 fran 6vre urinvigarna), 16 dggstocks-
karcinom som behandlats kirurgiskt

fore systemisk kemoterapi, 3 fall av
bukspottkortelcancer, 1 fall av lung-
cancer, 1 fall av koloncancer, 2 fall av
huvud- och nackcancer, 1 kolon benign
polyp samt 6 normala urotelium.

HETEROGENT UTTRYCKSMONSTER

I en tumor fran en 87-arig man med
icke-muskelinvasiv cancer i urinblasan
som hade genomgatt transuretral re-
sektion kunde vi detektera ett tydligt
heterogent uttrycksmonster pa cellni-
va. Nir vi undersokte vaskulariteten i
tumoren genom att immunoinmirka
ett protein som heter CD34 kunde vi
observera mikroblodkirl som bildade
hyper- och hypo-vaskulira nischer
over hela tuméren (Figur 2a). Analys
av heterogeniteten genom att berikna
kirltjockleken med avancerad 3D-ana-
lys avslojade stora variationer i tjockle-
ken frin 2,5 um till 23,0 um.

Sedan utforde vi ett mera kliniskt
relevant test pa 39 urinvivnadsprover
som redan hade diagnostiserats kliniskt
att vara icke-muskelinvasiva tumorer
med <pT2 (n = 19) eller muskelinva-
siva tumorer med 2 pI'2 (n = 20). Vas-
kulaturen hos dessa preparat undersok-
tes och karakteriserades pa manga oli-
ka sitt sasom till exempel blodkirlens
lingd, radie, densitet och densitetens
kurtosis. Kurtosis 4r ett matt for hur
sannolika de mer extrema virdena ar
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Figur 3. (a) Volym-rendering av 3D-mikroskopi-data fran dggstockscancer med platinum-resistens. Blodkarlen ar infirgade med en antikropp mot
CD34. Pseudo-fargningen indikerar tunna (bla) och tjocka (rod) blodkarl. x,y,z-skalan &r 1000 um. (b) Kaplan-Meier graf som visar tva patientgrupper

med ldg eller hog karlradie.

for en given sannolikhetsfordelning
(2). Denna analys visade att radien och
densiteten/kurtosen var signifikant ho-
gre i muskelinvasiva tumorer jamfort
med icke-muskelinvasiva. For att utvir-
dera var metod och jimfora den med
konventionell 2D mikroskopiavbild-
ning analyserade vi pa nytt alla de 39
muskelinvasiva och icke-muskelinvasi-
va tumorerna med en ROC (Receiver
Operating Characteristic)-analys. Vi
var intresserade av att se om vart DIP-
CO protokoll med 3D-mikroskopi
bittre kunde detektera muskelinvasiva
tumorer 4n en konventionell 2D-me-
tod. Nir vi utforde en multivariabel-
analys dir vi kombinerade kirl-radien
och densiteten/kurtosen fick vi ett
AUC (Area Under Curve)-virde pa
0,839, vilket dr betydligt bittre 4n det
AUC-virde vi erholl med 2D-mikro-
skopiavbildningen som gav 0,547 (Ti-
gur 2b).

TEST PA AGGSTOCKSCANCER

Vidare testade vi vart DIPCO proto-
koll med 3D-mikroskopi pa 16 tumorer
fran patienter med dggstockscancer.
Vir analys visade en betydande 6kning
av kirl-densiteten/kurtosen for steg
IVA tumoérer jimfort med steg ITIB/C,
vilket tyder pa en mer heterogen vasku-
laritet for mer framskriden dggstocks-
cancer (Figur 3a). Vianalyserade ocksa
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hur tumorerna hade svarat pa syste-
misk kemoterapi med platinum. Vi sag
en signifikant skillnad pa kirl-radien/
variansen mellan tumorer som var pla-
tinum-kinsliga jimfort med de som var
platinum-resistenta. Detta bekriftades
av patienternas 6verlevnadsdata (Figur
3b). Allmingiltigheten for vart DIPCO
protokoll faststilldes genom att under-
soka olika typer av cancer: pankreas-
cancer, levermetastaser fran pankreas-
cancer, lungcancer, koloncancer och
huvud- och halscancer. Typiska hetero-
gena blodkirlssystem observerades i
alla dessa tumorert.

Vi var ocksa intresserade av att veta
vilken upplésning vi kunde fa med 3D-
mikroskopi och om vi kunde studera
enskilda celler. Nir vi 6kade upplos-
ningen i Light-Sheet mikroskopet kun-
de vi med hog noggrannhet urskilja en-
skilda celler i tumorer. I en av tumo-
rerna vi analyserade riknade vi
13 214 289 celler. Pa det hir sittet kun-
de vi analysera nivan av Vimentin i alla
enskilda celler. Sadan information kan
anvindas for att generera en 3D-karta
av intressanta proteiner 6ver hela tu-
moren.

Vi testade ocksa om det gick att ater-
stilla FFPE-provet till sitt ursprungli-
ga skick efter analysen med DIPCO.
Detta dr viktigt eftersom vivnads-
blocken ogirna offras pa en analys. Ef-

Figur 4. DIPCO bestar av tre steg: Clearing,
Imaging och Re-embedding vilket mojliggor
ateranvandning av prover.
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Sa har ser det custom-byggda light-sheet-mikroskopet fér avbildning av stora vavnadspreparat ut.
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ter analysen provade vi att gora prepa-
ratet ogenomskinligt for ljus igen och
sedan biddade in det i paraffin. Det vi-
sade sig gd mycket bra. Genom ett stort
antal infirgningar kunde vi konstatera
att morfologin var oférindrad efter var
3D-analys. Det betyder att man kan
”lana” FFPE-preparat fran biobanken
for att sedan limna tillbaka det efter
utford analys for ateranvindning (Fi-
gur 4).

Sammantaget visar vara resultat att vart
DIPCO protokoll med 3D-mikroskopi
ger okad forstaelse for heterogeniteten
i tumorer. Denna teknik kan i framti-
den erbjuda forbittrad cancerdiagnos-
tik vilket sannolikt kan bidra till bittre
val av behandlingsmetoder.
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